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【背景】 
化学的手法（人工触媒あるいは反応促進剤）によるタンパク質改変法の拡張は、未知の生命現
象を解明するためのケミカルバイオロジーツールのみに留まらず、その生理機能の人工制御とい
う観点からも重要である。また、抗体に小分子医薬を結合させて機能向上を図った抗体―薬物複
合体に代表される「化学修飾型タンパク質製剤」が次世代型医薬群として現在有望視されており、
その進展にも寄与することが期待される。化学修飾によって得られるタンパクの機能・応用をよ
り精密なものとするためには、化学修飾法の精度を高めることが鍵となる。しかしながら、タン
パク質には類似性が高い官能基が多数含まれるため、それらを区別しつつ修飾数と修飾位置を制
御して化学修飾を行える手法、つまり「化学選択的なタンパク質修飾反応の開発」は、依然とし
て挑戦的なテーマである。 
生体内在官能基を標的とする生体共役反
応としては、リジンのアミノ基、システイン
のチオール基などの高反応性側鎖を標的と
した反応が従来より広く用いられてきた 1。
しかしながら、リジン法ではタンパク質表面
の反応点が多く修飾数と修飾位置の制御が
困難であり均質性の低い混合修飾体を与え
てしまう点、システイン法ではチオール基を
露出させるジスルフィド結合還元過程でタ
ンパク質の高次構造に影響を与えてタンパク機能を損ないうる点で問題がある(Scheme 1)。 
一方で、タンパク質表面の露出が少数に留まるトリプトファンやチロシンなどの低反応性アミ
ノ酸残基を標的とする反応は、これらの問題解決に寄与しうる。しかしながら、これらのアミノ
酸は側鎖の反応性が乏しいために、既報の変換例ではしばしば有毒な重金属触媒や非生体適合の
激しい条件を必要とする 1。また、両残基それぞれが有する電子豊富芳香環側鎖（インドールとフ
ェノール）を区別しての選択的反応は現在でも困難である。そこで私は、有機ラジカル種が有す
る特異な反応性・高い官能基許容性・水系溶媒への耐性に着目し、この問題解決を目指すことに
した。 
 
【結果】 
トリプトファン選択的生体共役反応の開発 2 
本学修士課程において、私は、配位性官能基存在下・水系溶媒でも反応が進行する Cu/keto-ABNO 
(3a)
3
/NOx/O2系を用いた、実用的かつ一般性の高いセリン選択的タンパク質切断反応の確立に成功
した 4, 5。本研究過程においてトリプトファン含有ペプチドを基質とした時、副生成物として、ペ
プチドへの 3a 付加生成物が相当量得られることを見出していた。反応系が比較的綺麗であったこ
と、3a のカルボニル部位は試薬誘導化の足がかりとして有効であることなどから、本反応に基づ
くトリプトファン選択的生体共役反応の開発に着手した。 
モデル基質(Fmoc-Gly-Ser-Asn-Trp-G 
ly-OH: 1a)を用いて反応条件の最適化
を行った結果、重金属を用いることな
く 3a 付加生成物(2a)生成物が高収率に
て得られる条件を確立した(Table 1, 
entry 1)。 
この 3a/NaNO2/AcOH 系を種々のペ
プチドに適用したところ、トリプトフ
ァン選択的に 3a の付加反応が起こり、
2a-2k が高収率にて得られた(Table 1, 
entry 1-11)。交差反応性が懸念される官
能基を含む様々なペンタペプチド
(1a-1f)、生理活性ペプチド(1g-1j)、また、
N 末端にトリプトファンを導入したア
ミロイドペプチド(A, 一次配列にト
リプトファンを含まない)前駆体(1k)に
も適用可能であった。さらに、本反応
と既報のチロシン選択的反応 6 との直
交性も確認された(Table 1, entry 12-13)。 
続いて、3a のケトン基を足がかりに
蛍光団を付与した 3b を用い、本系を
種々の天然タンパク質に適用したとこ
ろ、2l-2q が同様に得られた(Table 2, 
entry 1-6)。そして、リゾチーム-3a 付
加体(2l’)の結晶化および X 線結晶構造
解析に成功し、その主な修飾位置が
Trp62 であることが確認された(Figure 
1)。1l と 2l’の三次元構造に大きな差が
生じていないこと、溶媒接触度の高い
トリプトファンが優先的に反応してい
ることから、本反応はタンパク質の主
鎖構造に影響を与えず進行することが
示唆された。また、本系を用いること
で抗原認識能を保持した抗 A抗体
(6E10)-3b 複合体の合成が可能であり、
Aの蛍光検出が可能であった。さらに、
透析アミロイドーシスの病因とされ、
高い凝集性を有する 1q に本反応を付
すとその凝集抑制効果が見られた。こ
れは疾患に関わるタンパク質を人工的
に改変し、機能改変を通じた病態治療
への応用を見据えた研究の一歩として
も意義深い成果である。
 
 
 
チロシン選択的生体共役反応の開発 
立体的に嵩高いオキシムの一電子酸
化から生じるイミノキシルラジカルは、
プロトン性極性溶媒中でも安定なラジ
カル種として存在する。p-クレゾール
のパラ位にイミノキシルラジカルが酸
化的付加する反応例が報告されている
ものの 7、本化学種の合成的活用例は
これまでほとんど存在しない。私はイ
ミノキシルラジカルの構造展開により、
官能基密集型化合物であるタンパク質
の変換も可能になると考え、チロシン
側鎖（フェノール）を標的とした生体
共役反応の開発に着手した。 
 モデル基質(Fmoc-Gly-Tyr-Asn-Trp-Gly-OH: 1d)を用いてオキシムの構造最適化を行った結果、親
水性置換基を有し、反応中心であるオキシム周りの立体障害が大きいオキシム(9)が最良の結果を
与えた。 
9/CAN 系をアセトニトリル/水混合溶媒系にて種々のペプチドに適用したところ、チロシン選択
的に 9 の付加反応が起こり、6, 8a-8f が位置選択的に得られた(Table 3, entry 1-7)。交差反応性が懸
念される官能基を含む様々なペンタペプチド(1d, 7a-7e)および A前駆体(7f, 一次配列にチロシン
を 1 つ含む)に適用可能であった。さらに、本系をリゾチーム1l)に適用したところ、9 の付加生成
物が確認された。 
 今後は、種々の天然タンパク質への適用を見据え、水溶媒のみで実施可能な条件を目指したオ
キシムの構造展開を進めていく予定である。 
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